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Stabilisiertes Protein-Praparat und Verfahren zu seiner Herstellung 



Gegenstand der Erfindung ist ein stabilisiertes Protein-Praparat, das therapeutisch 
aktive Proteine enthalt und durch den Zusatz von Stabilisatoren gegen einen 
Wirkungsverlust oder die Denaturierung der Proteine bei der Pasteurisierung 
geschutzt ist. Aufierdem sind Verfahren zur Virusinaktivierung und 
Virusabreicherung der erfmdungsgemafc stabilisierten Protein-Praparate 
beschrieben. Hierzu gehoren u.a. die Nanofiltration und die Behandlung mit 
bakteriziden oder viriziden Substanzen oder Detergenzien. 

Es ist bekannt, dass bestimmte Proteine in Form von Konzentraten zur Prophylaxe 
und Therapie unterschiedlicher Krankheiten eingesetzt werden, die durch 
angeborene oder erworbene Mangelzustande an diesen Proteinen hervorgerufen 
werden. Als Quelle der therapeutisch angewendeten Proteine dienen dabei 
besonders das Blutplasma oder Organextrakte. Neuerdings werden auch 
entsprechende rekombinant oder transgen hergestellte Proteine therapeutisch 
angewendet. 

Jede der genannten Quellen birgt allerdings das potentielle Risiko einer 
Einschleppung von infektiosen Organismen wie Bakterien, Viren und Prionen. 
Deshalb sind auch schon zahlreiche Verfahren entwickelt worden, mit denen einer 
solchen potentiellen Verunreinigung von Protein-Praparaten entgegengewirkt 
werden kann. Mit der Pasteurisierung, insbesondere der Erhitzung von 
Proteinlosungen auf 60° C fur einen Zeitraum von 10 Stunden, steht bereits ein 
sehr effektives Verfahren zur Inaktivierung von infektiosen Viren und anderen 
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Krankheitserregern zur Verfiigung, das den Sicherheitsstandard hinsichtlich der 
Gbertragung von Infektionen durch Protein-Praparate entscheidend verbessert 
hat. Zusatzlich wurden weitere Verfahren entwickelt wie die Behandlung der 
Praparate mit Detergenzien oder bakteriziden oder viriziden Mitteln. Aulierdem 
kann auch eine mechanische Abtrennung von Organismen, bspw. durch eine 
geeignete Filtration wie die sogenannte "Nanofiltration" erfolgen. 

Es reicht jedoch nicht aus, Verfahren zur Verfiigung zu stellen, die eine 
zuverlassige Inaktivierung oder Abreicherung von Viren und anderen pathogenen 
Keimen in Protein-Praparaten sicherstellen. Gleichzeitig muss auch dafiir Sorge 
getragen werden, dass die therapeutische Wirksamkeit des Proteinpraparats nicht 
durch Malinahmen zur Virusinaktivierung oder Virusabreicherung beeintrachtigt 
wird. Deshalb muss den meist auf konformationelie Veranderungen der Proteine 
zuruckzufiihrenden Veranderungen durch die Zugabe von Stabilisatoren zu der zu 
erhitzenden Proteinlosung entgegengewirkt werden. Obwohl Stabilisatoren als 
Zusatzstoffe zu Protein-Praparaten bereits allgemein Verwendung finden, muss 
deren qualitative und quantitative Zusammenstellung auf bestimmte Proteine oder 
Proteingruppen ahnlicher physikochemischer Eigenschaften abgestimmt werden. 
Dabei finden haufig Kohlenhydrate, nicht selten in Kombination mit bestimmten 
Aminosauren, Anwendung. 

So ist in der DE-A-29 16 711 ein Verfahren zur Stabilisierung von 
Blutgerinnungsfaktoren beschrieben, bei dem der Proteinlosung eine Aminosaure 
und ein Mono- oder Oligosaccharid oder ein Zuckeralkohol zugesetzt werden. Als 
Aminosauren werden dabei Glycin, a- oder p-Alanin, Hydroxy-Prolin, Prolin, 
Glutamin und die a-, p- oder y-Aminobuttersaure eingesetzt. 

AuBerdem ist aus den US-Patentschriften 4 440 679 und 4 623 717 bekannt, dass 
hitzeempfindliche, therapeutisch aktive Proteine wie der Faktor VIII, Fibronektin, 
Antithrombin III, a-1 -Antitrypsin, Plasminogen, Albumin und Prekallikrein ohne 
Wirkungsverlust pasteurisiert werden kSnnen, wenn ihnen entweder eine 



konzentrierte wassrige Losung eines Zuckers oder eines reduzierten Zuckers 
zugesetzt wind, die auch noch 0,1 bis 0,5 Mol/I einer Aminosaure, insbesondere 
Arginin, Lysin und/oder Glycin enthalten kann. 

Schlie&lich ist auch in der deutschen Patentanmeldung 198 564 43.0 ein 
stabilisiertes Antithrombin-lll-Praparat beschrieben, das gegen einen 
Wirkungsverlust bei der Pasteurisierung durch einen Zusatz von Stabilisatoren 
geschutzt ist, welche aus einem oder mehreren Sacchariden in Mischung mit mehr 
als 0,5 mol/l einer oder mehrerer Aminosauren aus der Gruppe Arginin, Lysin, 
Histidin, Phenyialanin, Tryptophan, Tyrosin, Asparaginsaure und ihren Salzen oder 
Glutaminsaure und ihren Salzen bestehen, wobei jeder dieser Aminosauren auch 
noch Glycin und/oder Glutamin zugesetzt sein kann. 

Es wurde nun gefunden, dass sich nach dem in der deutschen Patentanmeldung 
198 564 43.0 beschriebenen Verfahren auch noch andere therapeutisch wertvolle 
Proteine die kein Antithrombin III enthalten, so stabilisieren lassen, dass sie eine 
Pasteurisierung Oder ein anderes Verfahren zur Virusinaktivierung oder 
Virusabreicherung nahezu unbeschadet uberstehen. Die nach diesem Verfahren 
zu stabilisierenden Proteine konnen sowohl aus Plasma oder Organextrakten 
hergestellt sein. Insbesondere die Blutgerinnungsfaktoren II, V, VII und Vila 
(aktivierte Form von F VII), VIII, IX, X, XII und XIII sowie deren 
Kombinationspraparate wie das sogenannte "Prothrombinkomplex-Konzentrat", 
bestehend aus Fll, FVII. FIX und FX, und das aktivierte Prothrombinkomplex- 
Konzentrat sowie Flla (Thrombin) kSnnen so mit sehr gutem Erfolg stabilisiert 
werden. Der gleiche Effekt wurde auch bei dem von Willebrand-Faktor (vWF) oder 
FVIII/vWF, bei Albumin, bei Immunglobulinen, Proteaseinhibitoren, wie dem C1- 
Inhibitor, dem a-2-Antiplasmin und dem a-1 -Antitrypsin, dem Protein C und dem 
aktivierten Protein C, Protein S, Protein Z, dem Inhibitor, der durch 
Gewebethromboplastin initiierten Gerinnung (TFPI = tissue factor pathway 
inhibitor), sowie bei Fibrinogen, Fibronektin und Plasminogen beobachtet. 
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Dabei lassen sich erfindungsgemafc stabilisierte Protein-Praparate sowohl aus 
entsprechenden rekombinanten oder transgenen Proteinen herstellen. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein stabilisiertes Proteiripraparat, das kein 
Antithrombin III enthalt und gegen einen Wirkungsverlust bei der Pasteurisierung 
durch den Zusatz von Stabilisatoren geschiitzt ist, welche aus einem oder 
mehreren Sacchariden in Mischung mit mehr als 0,5 mol/l einer oder mehrerer 
Aminosauren aus der Gruppe Arginin, Lysin, Histidin, Phenylanalin, Tryptophan, 
Tyrosin Asparaginsaure und ihren Salzen oder Glutaminsaure und ihren Salzen 
> bestehen, wobei jeder dieser Aminosauren auch noch Glycin und/oder Glutamin 
zugesetzt sein kann. 

Das erfindungsgemafc stabilisierte Protein-Praparat enthalt als Saccharid ein 
Monosaccharid, ein Disaccharid oder ein Oligosaccharid in einer Menge von 
wenigstens 0,5 g/ml, vorzugsweise von wenigstens 1,5 g/ml. Es weist einen pH- 
Wert von 3,0 bis 9,5, vorzugsweise von 4,0 bis 8,5 auf. Es enthalt au&erdem e.ne 
oder mehrere der oben genannten Aminosauren in einer Konzentration von mehr 
als 0,5 mol/l, vorzugsweise von mehr als 0,8 mol/l. Besonders bevorzugt werden 
Mischungen aus einem Saccharid in einer Konzentration von mehr als 1,5 g/ml m.t 
einer oder mehreren der vorstehend genannten Aminosauren in Konzentrationen 
von uber 0,5 mol/l, vorzugsweise von uber 0,8 mol/l. Diesen Mischungen kann 
* ' auch noch Glycin und/oder Glutamin in einer Menge von mehr als 0,5 mol/l, 
vorzugsweise mehr als 0,8 mol/l, zugesetzt sein. Aulierdem ist der Zusatz von 
loslichen Kalziumsalzen, bspw. in Form von Kalziumchlorid, in Konzentrat.onen 
von mehr als 0,5 mmol/l, vorzugsweise mehr als 1 mmol/l, vorteilhaft. 

Die so stabilisierte Losung wird fur 5 bis 50 Stunden, vorzugsweise 8 bis 20 
Stunden bei 40 bis 95°C erhitzt, wobei Temperaturen zwischen 50 b.s 70°C, 
insbesondere zwischen 55 bis 65'C. besonders bevorzugt sind. Die 
erfindungsgemafc stabilisierten Proteinlosungen eignen sich aber auch zur 



Virusabreicherung mittels Filtration, bevorzugt der Nanof.ltration, oder mittels der 
Zentrifugation oder zur Behandlung mit bakteriziden oder viriziden Mitteln oder m.t 



Detergenzien. Das zuletzt genannte Verfahren ist als "Solvent-Detergent- 
Behandlung" bekannt. 

Die Erfindung wird an folgendem Beispiel eriautert: 



Beispiel 

Eine wassrige Proteinlosung, die den Faktor VIII in angereicherter Form enthielt, 
wurde mit Saccharose bis zu einer Konzentration von 1,75 g/ml versetzt. D.ese 
Losung wurde in mehrere Ansatze aufgeteilt, denen G.ycin oder Glutamat und 
Arginin beigemischt wurden, urn fur jede der Aminosauren Konzentrationen von 
0 8 bis 2 mol/l zu erreichen. Die so stabilisierten Losungen wurden fur 10 Stunden 
bei 60°C im Wasserbad erhitzt. Jedem dieser Ansatze wurde vor und nach dem 
Erhitzen eine Probe zur Analyse entnommen. Die Faktor V.ll-Aktivitaten wurde 
jeweils nach zwei bekannten Testmethoden untersucht, namlich dem sogenannten 
"Clotting Test" und einem chromogenen Test (Coamatic® FVIII). Fur jeden Ansatz 
wurde die Protein-Aktivitat berechnet und mit der Aktivitat vor der Pasteurisierung 
verglichen. 

Dabei wurde im ersten Ansatz eine Stabilisierung gemafl dem in der DE-A-29 16 
711 offenbarten Stand der Technik durchgefuhrt, wahrend im zweiten Ansatz die 
erfindungsgema^e Stabilisierung eingesetzt wurde. Die Ergebnisse sind .n der 
nachfolgenden Tabelle dargestellt: 



Ansatz 



Ausbeute (%) 
82 



1 . Saccharose : 1 .75 g/ml 
Glycin : 1 .8 mol/J 
CaCI 2 '• 0,05 mol/l 

2. Saccharose : 1 .75 g/ml 97 
Na-Glutamat: 1 .5 mol/l 

Arginin : 1 -5 mol/l 

Damit wird gezeigt, dass die in der DE-A-29 16 711 beschriebene Stabilisierung 
mit einem Zucker und einer Aminosaure wie Glycin zwar eine gewisse 
Stabilisierung des Faktor VIII bewirkt, jedoch zeigt der Ansatz 2, dass durch die 
erfindungsgemaiie Zugabe von Arginin/Glutamat eine erheblich hohere 
Stabilisierung erreicht wird, die nahezu die gesamte biologische Aktivitat des 
eingesetzten Faktor VIII unbeschadet lasst. 
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Patentanspruche: 

1. Stabilisiertes Protein-Praparat. dadurch gekennzeichnet, dass es kein 
Antithrombin III enthalt und gegen einen Wirkungsverlust bei der Pasteurisierung 
durch den Zusatz von Stabilisatoren geschiitzt ist, welche aus einem Oder 
mehreren Sacchariden in Mischung mit mehr als 0,5 mol/l einer oder mehrerer 
Aminosauren aus der Gruppe Arginin, Lysin, Histidin, Phenylalanin, Tryptophan, 
Tyrosin, Asparaginsaure und ihren Salzen oder Glutaminsaure und ihren Salzen 
bestehen, wobei jeder dieser Aminosauren auch noch Glycin und/oder Glutamin 
zugesetzt sein kann. 

2. Stabilisiertes Protein-Praparat nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, 
dass es als Protein ein oder mehrere Blutgerinnungsfaktoren ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend Fll, FV, FVII und FVIIa, FVIII, FIX, FX, FXII sowie deren 
Kombinationspraparate, den von Willebrand-Faktor (vWF) oder den FVIII/vWF 
oder ein oder mehrere Proteine ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Albumine, 

immunglobuline, Proteinaseinhibitoren, a-2-Antiplasmin, a- 1 -Antitrypsin, Protein 
C, aktiviertes Protein C, Protein S, Protein Z, TFPI, Fibrinogen, Fibronektin und 
Plasminogen enthalt. 

3. Stabilisiertes Protein-Praparat nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass es als Saccharid ein Monosaccharid, ein Disaccharid oder 
ein Oligosaccharid in einer Menge von wenigstens 0,5 g/ml, vorzugsweise von 
wenigstens 1 ,0 g/ml, enthalt. 
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4. Stabilises Protein-Praparat nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es das Saccharid in einer Menge von mehr als 1,5 g/ml 
enthalt. 

5 Stabilisiertes Protein-Praparat nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine oder mehrere Aminosauren in einer Menge von 
mehr als 0,5 mol/l, vorzugsweise in einer Menge von mehr als 0,8 mol/l, enthalt. 

6 Stabilisiertes Protein-Praparat nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch 
*K gekennzeichnet, dass es zusatzlich auch noch ein IQsliches Kalziumsalz in einer 

' Menge von wenigstens 0,5mmol/l, vorzugsweise in einer Menge von wenigstens 
1 ,0 mmol/l enthalt. 

7 Verfahren zur Virusinaktivierung oder Virusabreicherung eines Protein- 
Praparates, dadurch gekennzeichnet, dass man ein stabilisiertes Protein- 
Praparat gemafi den Anspruchen 1 bis 6 

einer Hitzebehandlung bei 40 bis 95°C uber einen Zeitraum von 5 bis 
50 Stunden oder 

^ . einer Virusabreicherung mittels Filtration oder 

einer Virusabreicherung mittels Zentrifugation oder 

einer Behandlung mit Detergenzien oder bakteriziden oder viriziden 
Mittein unterwirft. 
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Zusammenfassung: 

Stabilisiertes Protein-Praparat und Verfahren zu seiner Herstellung 

Es wird ein stabilisiertes Protein-Praparat beschrieben, das kein Antithrombin III 
enthalt und gegen einen Wirkungsverlust bei der Pasteurisierung durch den Zusatz 
von Stabilisatoren geschutzt ist, welche aus einem oder mehreren Sacchariden in 
Mischung mit mehr als 0,5 mol/l einer oder mehrerer Aminosauren aus der Gruppe 
Arginin, Lysin, Histidin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, Asparaginsaure und .hren 
Salzen oder Glutaminsauren und ihren Salzen bestehen, wobei jeder d.eser 
Aminosauren auch noch Glycin und/oder Glutamin zugesetzt sein kann. Es w.rd 
aufcerdem ein Verfahren zur Virusinaktivierung oder Virusabreicherung eines 
derartigen Protein-Praparates beschrieben, das die vorstehend genannten 
Stabilisatoren enthalt und einer Pasteurisierung oder einer Virusabreicherung durch 
Filtration, Zentrifugation oder einer Behandlung mit Detergenzien oder baktenziden 
oder viriziden Mittein unterworfen wird. 



